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Pendahuluan
Sungai Siak merupakan sungai terbesar yang 
melewati Provinsi Riau yang difungsikan sebagai jaringan 
transportasi dan sebagai sumber bahan baku air untuk 
Perusahaan Daerah Air Minum (PDAM). Selain itu, 
sungai yang telah mengalami pendangkalan tersebut 
juga dimanfaatkan penduduk sebagai sarana Mandi Cuci 
Kakus (MCK), bahan baku air minum dan memasak, serta 
pemenuhan kebutuhan industri. Namun di sisi lain, DAS 
Siak merupakan DAS kritis yang dicirikan dengan adanya 
penurunan kualitas dan kuantitas sungai Siak yang sudah 
berada di atas ambang batas [1, 2].
Waterborne-disease, penyakit yang diakibatkan oleh 
konsumsi air yang tercemar oleh mikroorganisme patogen, 
merupakan penyebab kematian yang signifikan di seluruh 
dunia [3, 4]. WHO memberikan gambaran bahwa sekitar 
4,1% dari total penyakit di dunia dalam sehari adalah diare. 
Penyakit akibat infeksi saluran cerna ini menjadi penyebab 
kematian 1,8 juta orang tiap tahunnya. Diperkirakan 88% 
dari kasus diare yang terjadi tersebut disebabkan oleh 
penggunaan sumber air yang tidak layak guna dan sanitasi 
yang kurang [5, 6].
Parameter fisikokimia dan karakter mikrobiologis 
air DAS Siak telah kami pelajari 
dan hasilnya memperlihatkan 
bahwa kadar fosfat melebihi baku 
mutu yang dipersyaratkan, total 
bakteri aerob seluruh sampel 
tidak terhitung (too numerous to 
count), dan jumlah E. coli sebagai 
parameter sanitasi juga sangat 
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ABSTRACT: Waterborne disease is still a serious problem in developing country. The presence of E. coli in water indicated 
pathogens contamination from animal and human faeces. This study aimed to analyze the genetic relatedness and antibiotic 
resistance index of E. coli isolated from Siak river water, the biggest river in Riau Province which is passing the capital Pekanbaru 
and people use it for daily activity. Dendrogram constructed from combination of 3 primers of RAPD-PCR could differentiate all 
isolates. People’s activity in the river affected the distribution of microbes. The use of Siak river as transportation route, especially 
the port at Perawang yielded a different cluster of Perawang isolates from Tapung and Maredan isolates. Results also showed a 
low antibiotic resistance index (MAR index was 0.142), but it emphasized that erythromycin was not antibiotic of choice for E. coli 
infection since all isolates were resistant to erythromycin.
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ABSTRAK: Waterborne-disease masih menjadi masalah yang serius terutama di negara sedang berkembang. Keberadaan 
Escherichia coli di perairan memberikan indikasi adanya cemaran pathogen dari feses hewan ataupun manusia. Penelitian ini 
bertujuan untuk menganalisa kekerabatan dan indeks resistensi antimikroba dari E.coli yang telah diisolasi dari DAS Siak, sungai 
terbesar yang melewati Provinsi Riau, yang masih digunakan oleh sebagian warga untuk aktivitas sehari-hari. Kekerabatan genetika 
diidentifikasi dengan metode Random amplified polymorphic DNA (RAPD) Polymerase Chain Reaction (PCR) menggunakan 3 primer. 
Dendrogram yang dihasilkan dari gabungan 3 primer RAPD-PCR mampu membedakan tiap isolat uji. Intensitas penggunaan air 
sungai oleh warga dan kuatnya arus mempengaruhi distribusi mikroba indicator sanitasi tersebut dari Tapung hingga Perawang. 
Sifat resistensi antibiotika masih tergolong rendah (MAR index 0,142), namun eritromisin bukan merupakan antibiotika pilihan 
untuk diare akibat E.coli disebabkan seluruh isolat resisten terhadap antibiotika ini..
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tinggi [7]. Sebanyak 90 isolat E. coli telah diisolasi dari air 
DAS Siak wilayah Tapung hingga Perawang dan menjadi 
koleksi Labaoratorium Biokimia Universitas Riau, namun 
belum dianalisis lebih lanjut. Penelitian ini bertujuan untuk 
melakukan karakterisasi genotip dan fenotip isolat tersebut 
agar diketahui kekerabatan genetis dan tingkat resistensi 
antibiotika tiap isolat E. coli.
Metode Penelitian 
Isolat Escherichia coli
Seluruh isolat E. coli diisolasi dari air Sungai Siak 
di daerah Tapung (Kabupaten Kampar), Maredan 
(Kota Pekanbaru), dan Perawang (Kabupaten Siak) 
dan disimpan dalam gliserol stok sebagai Laboratorium 
Biokimia Universitas Riau Collection Culture. Isolat tersebut 
diremajakan kembali dalam Nutrient broth sebelum 
digunakan untuk analisis lebih lanjut.
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) - PCR
DNA diekstraksi dengan boil cell method [7]. Untuk 
analisa kekerabatan dengan RAPD-PCR, sebanyak 11 
primer (GEN1-50-01 hingga GEN1-50-10, dan OPA14) 
diskrining terhadap 3 isolat dan kemudian dipilih 3 primer 
dengan reproducibility terbaik. 
Master mix terdiri atas 8,5 µl dari 5x PCR Green 
Buffer; 6,0 µl MgCl2, 1,0 µL dNTPs 10 mM; 1,0 µl primer; 
0,5 µl Taq DNA polymerase; 3,0 µl DNA template; dan 
8,5 µl aquadest steril sehingga total volume adalah 25 
µl. Siklus amplifikasi  diawali dengan predenaturasi pada 
suhu 95ºC selama 1 menit, dilanjutkan dengan 45 siklus 
denaturasi (95ºC, 1 menit), annealing (36ºC, 1 menit), 
polymerization (72ºC, 2 menit), dan final elongation (72ºC,10 
menit). Produk selanjutnya dielektroforesis pada gel 
agarosa 1,5% menggunakan standar 1kb DNA ladder, 
staining menggunakan etidium bromida, dan kemudian 
difoto menggunakan Gel Documentation System [8].
Profil fragment RAPD dianalisa menggunakan Gel 
Compar II Software dan ditampilkan sebagai dendrogram 
(cluster tree). Keterkaitan antar isolat dari lokasi yang 
berbeda dianalisa menggunakan cluster yang terbentuk dari 
RAPDistance Programs. Pola RAPD-PCR dari 3 primer 
akan dibandingkan sehingga akan diperoleh 1 dendrogram. 
Dari dendrogram akan diketahui hubungan genetik  dari 
masing-masing isolat dan wilayah pengambilan sampel.
Uji Resistensi Antibiotik  
Uji Resistensi Antibiotik dilakukan terhadap 
7 jenis antibiotik, yaitu amoksisilin, kloramfenikol, 
trimetoprim, siprofloksasin, kanamisin, gentamisin, dan 
eritromisin, menggunakan metode difusi (Disk Diffusion 
Method) berdasarkan panduan National Committee for 
Clinical Laboratory Standards. Interpretasi hasil (sensitif, 
intermediate, resisten) dilakukan berdasarkan panduan 
produk antibiotik tersebut dalam nilai Multiple Antibiotic 
Resistance (MAR) Index [9].
Hasil dan Diskusi 
E. coli adalah spesies bakteri yang hidup di saluran 
pencernaan hewan berdarah panas, termasuk manusia. 
Keberadaan E.coli pada air memberikan indikasi adanya 
cemaran patogen dari feses hewan ataupun manusia. 
Patogen tersebut dapat menyebabkan penyakit pada 
siapapun yang mengkonsumsi sesuatu berbahan dasar air 
tercemar ini. Dari seluruh isolat E. coli yang kami isolasi 
dari DAS Siak wilayah hulu hingga hilir (Tapung, Maredan, 
Perawang) hasil penelitian kami sebelumnya [7], terdapat 
17 isolat yang masih culturable dan tidak terkontaminasi 
untuk kemudian dianalisa kekerabatannya menggunakan 
dendrogram hasil RAPD-PCR dan identifikasi pola 
resistensi isolat terhadap antibiotika.
Metode RAPD memberikan kemudahan mereplikasi 
DNA yang tidak diketahui sekuensnya menggunakan 
arbitrary primers. Dari skrining untuk 11 jenis primer, dipilih 
3 primer yang memberikan reproducibility terbaik yaitu 
primer Gen1-50-09, Gen1-50-10, dan OPA 14. Hasil 
amplifikasi RAPD-PCR untuk masing-masing produk 
dapat dilihat pada Gambar 1. Perbedaan ukuran pita-pita 
DNA tiap isolat menunjukkan perbedaan karakter genotip 
untuk tiap primer yang diujikan sehingga pola fingerprint ini 
akan dapat memperlihatkan kekerabatan genetic tiap isolat 
uji. Berbagai penelitian telah menunjukkan sensitivitas yang 
baik dari metode RAPD-PCR untuk analisis kekerabatan 
berdasarkan strain specific-fingerprints [10-12].
Hasil amplifikasi RAPD-PCR dari ke tiga primer 
dianalisis dengan Gel Compar II Software menghasilkan 1 
dendogram seperti terlihat pada Gambar 2. Dendogram 
memperlihatkan bahwa secara genetis E. coli dari daerah 
Tapung tidak berbeda jauh dengan daerah sampling paling 
ujung berjarak 90 km yaitu Perawang. Pada 70% similarity, 
isolat dari Tapung berada dalam satu cluster dengan isolat 
dari Perawang 1 dan 2, namun berbeda dengan Perawang 
3 dan 4. Perbedaan ini kemungkinan disebabkan karena 
DAS Perawang 3 dan 4 merupakan pemukiman penduduk 
dengan aktivitas MCK yang masih di badan sungai sehingga 
karakter E. coli sudah berbeda dengan isolat Tapung 
dan Maredan yang tidak riskan kontaminasi fekal. Selain 
itu, Perawang 3 dan 4 merupakan pelabuhan yang arus 
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Sungai nya lebih kuat dibandingkan Maredan dan Tapung. 
Dendogram juga memperlihatkan perbedaan signifikan 
genotip E. coli DAS Siak dengan kontrol. Seluruh isolat 
uji dapat dibedakan kekerabatannya dengan RAPD-PCR. 
DNA relatedness dengan tingkat kemiripan lebih dari 70 
% cenderung memiliki kesamaan sekuens gen 16S rDNA 
yang lebih besar dari 97% [13].
Gambar 1 (a).  Profil genom isolat DNA E. Coli dengan Primer Gen 1-05-09
Gambar 1 (b).  Profil genom isolat DNA E. Coli dengan Primer Gen 1-05-10
Gambar 1 (c).  Profil genom isolat DNA E. Coli dengan Primer OPA 14
Keterangan:  
11,12, dan 13   : Kolom 
1, 13,14 dan 21   : DNA ladder
Kolom 2 - 12 dan 15 - 20 : Isolat sampel 2-ECOO1; 3-EC002; 4-EC003; 5-EC004; 6-EC005; 7-EC006 8-EC007; 
                                             9-EC008; 10--EC009; 11-EC010; 12-ECO11; 15-EC012; 16-EC013; 17-EC014; 18-EC015; 
                                             19-EC016; 20-EC017.
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Uji resistensi terhadap 7 antibiotika memberikan hasil 
bahwa seluruh isolat hanya resisten terhadap Eritromisin 
sehingga MAR index juga sama untuk seluruh isolat 
yaitu sebesar 0,142. Isolat-isolat tersebut memperlihatkan 
resistensi intermediate terhadap kanamisin dan amoksisilin, 
serta susceptible terhadap kloramfenikol, trimethoprim, 
siprofloksasin, dan gentamisin. Data ini mengindikasikan 
bahwa tingkat resistensi isolat E. coli dari lingkungan 
terhadap antibiotika masih tergolong rendah (MAR index 
di bawah 0,2) [8, 9]. Meskipun isolat daerah Perawang 
3 dan 4 merupakan pemukiman warga, namun daerah 
sampling lainnya masih merupakan DAS lingkungan yang 
jauh dari cemaran fekal dan aktivitas kehidupan manusia. 
Pola resistensi yang ditemukan ini dapat memberikan 
gambaran untuk tidak memilih eritromisin, kanamisin dan 
amoksisilin sebagai pilihan terapi infeksi akibat E. coli.
Gambar 1 (d).  Profil genom isolat DNA E. Coli Kontrol ( E. coli ATCC25922 dengan metoda 
RAPD  Pada agarose 1,5 %
Gambar 2.  Dendogram gabungan primer Gen1-50-09, Gen1-50-10, dan OPA 14
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Resistensi dapat berupa faktor kromosomal ataupun 
ekstra kromosom. Bakteri yang semula peka terhadap 
antibiotika tertentu dapat berubah menjadi resisten 
karena memperoleh material genetik yang membawa 
sifat resistensi disebut resistensi perolehan. Material 
resistensi dapat diperoleh dari lingkungan sekitar yang 
akan berpengaruh terhadap DNA ekstra kromosom 
atau plasmid dan mutasi genetik yang spontan akibat 
rangsangan dari luar [14,15]. Hal ini terlihat tidak 
terjadi pada isolat dari DAS Siak yang hanya resisten 
terhadap 1 antibiotika dengan MAR index yang kecil. 
Namun penelitian kami mengenai pola resistensi E. coli 
dari sampel makanan dan manusia masih dalam proses 
pengerjaan
Kesimpulan
Metode RAPD-PCR masih memperlihatkan 
sensitivitas yang baik dalam membedakan isolat bakteri 
guna menganalisis hubungan kekerabatan dalam studi 
epidemiologi. Kecepatan arus sungai dan penggunaan 
air untuk kegiatan MCK mempengaruhi penyebaran 
dan karakter genetika suatu mikroorganisme. Hasil uji 
resistensi antibiotika memperlihatkan bahwa eritromisin 
tidak lagi merupakan antibiotic pilihan untuk terapi 
infeksi akibat E. coli.
Gambar 3.  Hasil uji resistensi antibiotika salah satu isolate terhadap AML (Amoksisilin 25µg), 
C (Kloramfenikol 30µg), W (Trimetoprim 5µg), CIP (Siprofloksasin 10µg), K (Kan-
amisin 30 µg), CN (Gentamisin 10µg), E (Eritromisin 15 µg). 
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